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泥鳅 线粒体 DNA 限制 性 酶 切 图 谱 ” 
A MAP OF RESTRICTION OF mtDNA FROM Misgurnus anguillicaudatus 
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中 图 分 类 号 Q959.468 


X f 25s LEE DNA (mDNA) 限制 性 内 切 酶 图 谱 分 
析 ， 有 利于 进行 鱼 类 种 间 和 种 内 遗传 变异 及 进 尼 的 研究 
【 张 亚 平 等 ，1992)。 目 前 国内 外 对 鱼 类 的 mtDNA. 研究 已 
有 一 些 报道 ( 陈 关 君 等 ,1984; 戴 建华 等 , 1994; Avise F, 
1987; Brown, 1983) , B 3€ BK ( Misgurnus anguillicaudatus ) 
miDNA 的 研究 尚未 见报 道 。 我 们 用 8 PRESUL YE PUDE UE 
鳅 进行 了 酶 切 研究 ， 建 立 了 其 中 4 种 酶 的 酶 切 图 谱 。 


1 材料 和 方法 


1.1 材料 与 试剂 ” 泥 铬 购 自 山东 济宁 南 四 湖 鱼 市 及 济南 
市 鱼 市 。 实验 用 酶 购 自 华美 生物 技术 公司 ， 其 余 试 剂 为 国 
产 分 析 纯 。SDS 用 时 重 结晶 。 

1.2 方法 ”mtDNA 提取 参照 改进 的 碱 变性 法 【 王 文 等 ， 
1993) dtfi. T& EP CU MAS JE, EE, HTER DR. NC. aA 
肌肉 等 组 织 分 装 。 或 直接 提取 ， 或 于 一 20 冰箱 冰 存 ， 或 
经 液 氢 速 冻 后 提取 。 提 取 过 程 保持 4fC 以 下 低温 。 溶 液 及 
髓 严 均 经 高 压 灭 菌 。 单 酶 和 双 酶 酶 解 ， 琼 脂 糖 平板 玻 胶 电 
泳 后 拍照 ， 酶 解 片段 分 子 量 大 小 的 计算 按 常 规 方法 。 


X 1 k mDNA 单 酶 切片 段 
Table 1 mtDNA restriction fragments of Misgurns 
anguillicaudatus with single enzyme 


酶 片段 大 小 水 b 总 计 
(enzyme) (fragment size) (total) 
A 12.307 
Hin dll B 2.233 16.242 
C 1.702 
A 7.244 

Pa I B 5.082 16.243 
C 3.917 
A 8.128 
Xba I B 4.519 16.212 
C 3.656 
B 4. 
Ec RI C 1.797 16.236 
D 1.358 
* 国家 教委 教学 科研 开发 课题 基金 资助 项 目 
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2 结 A 

2.3 单 酶 解 检测 ”结果 见 图 1, 表 1。PxI、Fin dil, Xbal 
和 Exo RIR VE BK mDNA 分 子 分 别 切 3.3、3 和 4 个 片段 。 
Dra I .Xho I „Eco RV 及 Bom HI 经 延长 酶 解 时 间 ， 并 配 
合 双 酶 解 ， 证 明 这 4 种 限制 酶 在 泥鳅 mDNA LEHA. M 
出 泥鳅 mtDNA 分 子 大 小 为 (16 233 - 210) bp, f 1 kb Hi 
XF 0.618 X 10* Da， 计 算 其 分 子 量 为 10.03 ^ 1098. 
2.2 双 酶 解 检测 ”结果 见 图 2， 表 2。 双 酶 解 中 有 些小 片段 
TRR, HADER mDNA 分 子 大 小 和 其 单 酶 
完全 酶 解 片段 数 及 相对 双 酶 酶 解 片段 数 推测 出 来 。 

2.3 Hk mtDNA 限制 性 内 切 酶 图 席 构 建 ” 选 1 个 单 酶 切 
的 切 点 为 者 点 ， 再 依 双 酶 切 来 确定 其 余 酶 切 位 点 的 相对 位 
置 ， 即 建立 了 图 3 泥 嫩 mtDNA 4 种 限制 酶 的 物理 图 谱 。 


3 讨论 


用 王 文 等 【1993) 的 方法 制备 动物 mDNA 进行 酶 切 
研究 ， 在 哺乳 类 、 鸟 类 都 有 报道 ， 在 鱼 类 尚未 见报 道 .可 
能 该 法 针对 不 同 物种 mDNA 得 率 不 一 ， 而 角 类 mDNA 得 
率 较 低 。 我 们 在 制备 过 程 中 对 一 些 细节 作 了 调整 ， 如 室温 
不 可 过 高 ， 取 材 、 勾 效应 严格 控制 在 OC 以下， 其余 步 怪 
也 以 不 高 于 4COS E SDS 应 重 结晶 才 有 好 的 破 线粒体 膜 
的 作用 ; KAc 一 定 要 调 到 pH 5.2 方 可 有 效 沉 淀 核 DNA; 
再 有 制备 出 的 mtDNA 应 完全 干燥 ， 方 可 进行 酶 切 等 。 

MESE mDNA 酶 切 图 谱 上 可 以 看 出 ， 限 制 性 内 切 酶 
切 点 分 布 不 各，9 个 切 点 集中 在 70 ~ 100 图 距 单位 内 。 此 
类 情况 有 过 报道 《 戴 建 华 等 ，1994)。 


致 谢 朱 和 和 平 同志 帮助 给 图， 特此 致谢 - 


LU UD http//www.cqvip.com 


I54 动物 学 研究 30 3* 








图 上 PRENHA mDNA 电泳 图 及 模式 图 
Fig. Agarose gel electrophoresis pattern and diagram of restriction. digestions of mtDNA from Misgurnus anguillicaudatus 
M. 分 子 量 标记 Guoleculec makir. A- DNAZFEn d lll. 
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图 2 RMR mDNA 电泳 图 及 模式 图 
Fig.2 Ágarose gal electrophoresis pattern and diagram of restriction digestions of mtDNA from Misgurnus anguillicaudatus 


一 ~ 
一 一 ~ 

& ^54 2 

加 oy 
RES 一 ~ 一 a 
EN E 4 a DECEM 
, 中 z X 5 at dtaa 
f.) = z z EB5rzi 
tY: = x x = 
25 x z 
(toy Pty $ à s RINSE 


| 
1} 


EcoR I{4-1) 


(Ding 全 QUE M. Cd 
coris E 222 三 
M 8 E X 
"M * Š i È 
Dr ee 
* Q 25 50 75 100 

从 

«€ 

> 


(Z-£)] Pax 


图 3 EW mtDNA 限制 性 内 切 醇 图 谱 
Fig.3 The restriction maps of mtDNA from Misgurnus ungurilitcuudatus 
a. 环形 图 谱 《cucular form); b. ERNY (Imear form). 


29 








0000 http://www.cqvip.com 


ERAF, WWR DNA RMR HE 155 


32 JM miDNA 双 酶 切片 段 
Table 2 nDNA restrictlon fragments of Misgurnus anguillioaudarus with double enzymes 


片段 大 小 水 b 总 计 
(enzyme) (dragmert sze) (ioral) 


片段 大 小 /kb 
{ fragment size) 


总 计 


lenzyme) {total} 





8.128 
3.248 
2.233 
L.271 
0.901 
0.4319 


6.732 

3.706 

3,70 

oe 16.212 
0:814 

0.511 


Hin dif ^Xba T 16.212 





Pu | /Xm | 





5.082 

4.055 

3.189 

1.797 16.250 
1.342 

D.778 

0.016- 


Jr l EaR |] 


Qi M mco umaegmmooum» mmo» 


7.278 
4.644 
2.233 
1.244 
0.4582 
0.3897 


4.585 
3.690 
3.543 
1.797 
1.239 
0.829 
0.529 


7.833 
4.444 
1.79? 
1.260 
0.442 
0.3387 
0.0987 


Ps I /Hin dil 16.246 


Xba I "Eco RI 16.212 


Hin d ll ^Eco R I 16.212 


QmmoouUu»|gpgtmmuooum»|pmmugou» 


9.629 -— 3.189 + 5.082 70.016 + 1.342 
3.933- 0.016 + 1,342 + 1.797 + 0.778 


3.155 1.797 + 1.342 4 0.016 


12.277 — 7.833 + 4.444 


DRÉ. DONE] BLXLHr Bt] EE IS BE ZR E. (molecular weight determined by relevant fragment sizes of digestion 


[rom single and duub]e enzymes) ; 
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